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Referat 
Der Typ I Plasminogenmangel ist eine seltene Multisystemerkrankung mit einer gestörten 
extravaskulären Fibrinolyse, die zur Ausbildung fibrinreicher Pseudomembranen auf Schleimhäuten 
führt. Kausale Therapien existieren bisher nicht, Fallberichte beschreiben jedoch eine Besserung der 
Symptomatik bei Patientinnen bei Einnahme oraler Kontrazeptiva. Östrogen wirkt im Körper über 
Rezeptoren durch Beeinflussung der Genexpression an bestimmten regulatorischen Elementen im 
Bereich der Promotoren (Estrogen responsive Elements (EREs)). Dies führte zu der Fragestellung, ob 
und durch welche Promotorelemente der Plasminogen Promotor durch Östrogen regulierbar und die 
Genexpression hierdurch modulierbar ist. Hierfür wurden verschiedene Promotorkonstrukte mit und 
ohne regulatorische Elemente kloniert und mittels Dual Luciferase Reporter Assay analysiert. In silico 
wurden 2 EREs (-11,5 kb und +4,2 kb relativ zur Transkriptionsstartstelle) identifiziert und 
anschließend ebenfalls in den Konstrukten getestet. Der kleinste „Plasminogenminimalpromotor“ 
war nicht durch Östrogen beeinflussbar. Proximale Promotorelemente wie die DNAse hypersensitive 
Region II mit einer beschriebenen Estrogen Responsive Unit sowie ein -2,4kb umfassendes 
Promotorkonstrukt wirkten unter Östrogenstimulation hemmend auf die Promotoraktivität. 
Ursächlich dafür sind wahrscheinlich weitere Interaktionen des Östrogen Rezeptors mit 
transkriptionsmodulierenden Proteinen, z.B. sind Interaktionen vermittelt über eine AP-3 
Bindungsstelle denkbar. Die hemmenden Effekte konnten als Plasminogen-Gen-spezifisch und 
Leberzell-spezifisch demonstriert werden. Im Gegensatz dazu lösten beide vor die 
Minimalpromotoren klonierten EREs eine starke Stimulation aus, die sich auch in nichthepatischen 
Zelllinien - dort jedoch in geringerem Ausmaß - zeigte. Somit sind diese EREs starke Enhancer, die 
eine Leberspezifität aufweisen. Die in der Summe komplexe Regulation der Östrogen-vermittelten 
Plasminogen Transkriptionskontrolle lässt auf eine Mitwirkung zusätzlicher Faktoren schließen. Um 
den in vitro Effekt der scheinbar widersprüchlichen Ergebnisse zu untersuchen, wurden humane 
Leberzellen einer Primärzellkultur mit Östrogen stimuliert und anschließend hinsichtlich der 
Plasminogen Expression untersucht. Diese Methode ließ sich jedoch aufgrund der Limitierung des 
Probenmaterials auf Leberbiopsien von Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen mit 
Lebermetastasierung, damit einhergehend fehlender Östrogenrezeptorexpression, sowie fehlender 
Plasminogenexpression nicht etablieren, sodass hier der Nachweis des wirklichen Effektes des 
Östrogeneinflusses nicht gelang. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der Plasminogen Promotor durch Östrogen 
regulieren lässt. Der genaue Mechanismus und der in vitro Effekt ließ sich jedoch nicht abschließend 
klären und bedarf weiterer Forschung. Eine vielversprechende Fortführung der Arbeit, besonders im 
Hinblick auf adäquate Therapieoptionen des Typ I-Plasminogenmangels, wäre die Etablierung eines 
geeigneten Zellmodells und die Erprobung weiterer Plasminogen modifizierender Substanzen. 
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1. Einleitung und Hintergrund 
1.1. Plasminogen und Typ I Plasminogenmangel 
Plasminogen (Plg) ist die im Blut zirkulierende Vorstufe von Plasmin, dessen Hauptfunktion die 
Fibrinolyse, also die Degradierung fibrinreicher Thromben ist (Collen, 1980). Durch verschiedene 
Oberflächenrezeptoren für Plg und Plasmin an Zellen ist es auch in der Lage, extrazelluläre Matrix zu 
degradieren. Es spielt somit eine wichtige Rolle bei der Wundheilung, Embryogenese, Angiogenese, 
aber auch bei Tumorwachstum und –metastasierung (Mak et al., 1976; Strickland et al., 1976; Gross 
et al., 198; Ossowski et al. 1983; Dano et al., 1985; Nielsen et al., 1988; Schäfer et al., 1994).  
Die Aktivierung von Plg zu Plasmin erfolgt durch die Spaltung zwischen den Aminosäuren Arginin 561 
und Valin 562 und der Abspaltung eines 76-Aminosäure-Fragmentes, des sogenannten 
Präaktivierungspeptids, vom N-terminalen Ende des Plg. Bei der Plg-Aktivierung unterscheidet man 
zwischen der physiologischen Aktivierung durch körpereigene Aktivatoren (im Wesentlichen der 
Gewebs-Plg-Aktivator (tPA) und Urokinase (uPA)) und der nichtphysiologischen Aktivierung durch 
körperfremde Substanzen wie z. B. Strepto- und Staphylokinase (Collen, 1980).  
Die relevantesten Substrate von Plasmin sind Fibrinogen und Fibrin. Fibrinpolymere werden durch 
Plasmin in lösliche Fibrinabbauprodukte gespalten. Somit verhindert Plasmin ein Überschießen der 
Blutgerinnung und sorgt für regelgerechtes Ausheilen einer Wunde (Shafer et.al., 1988). Plasmin hat 
eine breite Substratspezifität und kann somit auch andere an der Fibrinolyse und dem primären 
Wundverschluss beteiligten Proteine wie Fibronectin, Laminin, Kollagen (Hanbücken et al. 1987, 
Juranic et al., 1989), Prekallikrein (Burrowes et al., 1971), Faktor Va (Zeibdawi et al., 2001), Faktor VIII 
(McKee et al., 1975), TFPI (tissue factor pathway inhibitor) (Li et al., 1998), von Willebrandt Faktor 
(Hamilton et al., 1985), Thrombospondin (Bonnefoy et al., 2000), pro-MMP9 (pro-
Matrixmetalloproteinase-9) (Lijnen, 2001) und Procarboxypeptidase B  (Mao et al., 1999) 
degradieren.  
Hauptbildungsort des humanen Plg ist die Leber (Bohmfalk et al., 1980). Eine geringe Expression 
erfolgt in der Niere (Tateno et al., 1999), sowie in der Kornea (Twining et al., 1999) und zu sehr 
geringen Anteilen in Nebenniere, Hirn, Hoden, Herz, Lunge, Uterus, Milz und Darm (Zhang et al., 
2002).  
Der Typ I Plg-Mangel ist charakterisiert durch eine gleichermaßen starke Erniedrigung der Plg-
Aktivität und der Plg-Konzentration im Plasma (Schuster et al., 2003). Pathophysiologisch handelt es 
sich um eine fehlerhafte Antwort auf entzündliche Stimuli, die Auslöser für den Ausbruch der 
Erkrankung sind: Durch das Fehlen von Plg als essentiellem Enzym der Fibrinolyse kommt es nach 
Auslösung des Wundheilungsprozesses zu einem ungebremsten Fibrinaufbau und der Anreicherung 
von fibrinreichen Pseudomembranen an Schleimhäuten (Chen et al., 2000). Der häufigste 
Manifestationsort ist die Bindehaut des Auges (Conjunctivitis lignosa), aber auch alle anderen 
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Schleimhäute des Körpers wie z. B. das Zahnfleisch, der Respirationstrakt und der weibliche 
Genitaltrakt können betroffen sein (Chi et al., 2009). Außerdem wurde im Zusammenhang mit dem 
Typ I Plg-Mangel ein Hydrocephalus occlusus beschrieben. Interessanterweise kommt es nicht 
gehäuft zu Thrombosen, was bei diesen Patienten für eine intakte intravaskuläre Fibrinolyse spricht. 
Die genauen Mechanismen hierzu sind jedoch nicht hinreichend geklärt (Tait et al., 1996; Klammt et 
al., 2011). 
Das Manifestationsalter ist meist das erste bis sechste Lebensjahr. Je schwerer die 
Manifestationsform ist, desto geringer ist oft auch die Lebenserwartung der Betroffenen (Klammt et 
al., 2010). Ursächlich für die verminderte Serumkonzentration beim Typ I Plg-Mangel ist eine 
eingeschränkte Sekretion des Genproduktes ins Blut (Tefs et al., 2006). Der Typ I Plg-Mangel wird 
autosomal rezessiv vererbt, es konnten verschiedene homozygote und compound-heterozygote 
Mutationen bei Patienten mit Conjunctivitis lignosa identifiziert werden, wobei die Missense-
Mutation K19E die häufigste ist (Tefs et al., 2003). Eine klare Genotyp-Phänotyp Korrelation besteht 
nicht (Klammt et al., 2011). Bis zum heutigen Zeitpunkt sind mehr als 200 Patienten mit Conjunctivitis 
lignosa und Typ I Plg-Mangel weltweit beschrieben. Die meisten Patienten sind türkischer oder 
arabischer Abstammung (Klammt et al., 2011). Die therapeutischen Optionen sind limitiert, die 
operative Versorgung erbringt keine zufriedenstellenden Ergebnisse, da hierbei ein zusätzlicher 
Entzündungsreiz gesetzt wird, welcher die Proliferation der Pseudomembranen zusätzlich anregt 
(Bierly et al., 1994; Rao et al., 1998, Caputo et al., 2008). Therapieversuche mit topisch und 
systemisch angewandten Kortikosteroiden (z.B. Hydrokortison) oder auch lokal oder systemisch 
verabreichtem Heparin, Warfarin oder fresh frozen plasma führten zu keiner nachhaltigen Besserung 
(De Cock et al. 1995; Heidemann et al., 2003; Rodriguez-Ares et al., 2007; Schuster et al., 2007). 
Erwartungsgemäß zeigt die Substitution von Plg eine gute Wirkung (systemisch besser als topisch) 
(Schott et al., 1998), jedoch ist ein rekombinantes Plg für eine systemische Therapie derzeit auf dem 
Markt nicht verfügbar. In einem klinischen Fallbericht wurde beobachtet, dass es bei zwei 
Patientinnen, die orale Kontrazeptiva (Östrogen-Gestagen-Pille) einnahmen, zu einem Anstieg der 
Plg-Konzentration und auch der Plg-Aktivität im Plasma kam. Gleichzeitig verbesserten sich die 
klinischen Symptome der Betroffenen (Sartori et al., 2003). Daraus würde sich ein vergleichsweise 
günstiger und relativ nebenwirkungsarmer Therapieansatz, zumindest für erwachsene Patientinnen, 
ergeben.  
 
1.2. Organisation des Plasminogen Gens und  des Plasminogen Promotors 
Das Plg-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 6 in der Bande 6q26-6q27 lokalisiert (Murray et 
al., 1987). Es setzt sich aus 19 Exons und 18 Introns zusammen, die insgesamt 52 kb genomischer 
DNA umfassen (Petersen et al., 1990). Plg gehört zur Familie der Plg-Apo(a)-Genfamilie, einer Gruppe 
3 
 
von Genen mit großen Homologien bezüglich ihrer Nukleinsäuresequenz. Die Gene für Plg und 
Apo(a) liegen in einer Kopf-an-Kopf Position eng benachbart  und weisen Sequenzhomologien von bis 
zu 91% auf (Malgaretti et al., 1992). Bisher wurden verschiedene Substanzen beschrieben, die die 
Plg-Genexpression in vivo und in vitro regulieren. Regulationsort scheint in allen Fällen der Plg- 
Promotor zu sein. Nah im Bereich des Startcodons des Plg-Gens finden sich Sequenzen, die durch 
Akut-Phase-Proteine (Fibrinogen, Haptoglobin, Transferrin) erkannt werden (Fowlkes et al., 1984; 
Maeda, 1985; Adrian et al., 1986). Weiterhin finden sich Erkennungssequenzen für AP-3 und HNF-1, 
womit die Leberspezifität der Genexpression generiert wird (Meroni et al., 1996). Auch wurden 
regulatorische Elemente für Interleukin-6, AP-1, D site of albumin promoter binding protein (DBP), 
CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBP), GATA und cAMP response element-binding protein (CREB) 
identifiziert (Kida et al., 1997). Interleukin-6 als Akute-Phase-Protein erhöht die Plg-mRNA Expression 
in vivo und in vitro (Bannach et al., 2002). Hydrokortison erhöht die Plg-mRNA Expression um das 
Vierfache, Hauptinteraktionsort ist hier ein Glucocorticoid-responsive Element im Bereich der 5‘ 
Region des Plg-Promotors (Jenkins et al., 1997). Andere Substanzen wie LPS und TNF-α sind ebenfalls 
an der Plg-Genregulation und Expression beteiligt (Waismann, 2003). Außerdem wurde der retinoic 
acid-related orphan receptor α als Regulator der Plg-Gen Expression beschrieben (Chauvet et al., 
2011).  
Innerhalb der Apo(a)-Plg intergenomischen Region gibt es verschiedene regulatorische Elemente, die 
bisher in erster Linie hinsichtlich der Apo-(a) Genregulation beschrieben wurden. Bedeutend sind vier 
DNA hypersensitive Regionen (DH I-IV), welche Gebiete mit verstärkter Transkriptionsaktivität 
aufgrund einer Häufung regulatorischer Elemente darstellen (Magnaghi et al., 1994). Besonders 
wichtig für die vorliegende Arbeit war die Region DHII, in welcher eine ERU beschrieben wurde, 
welche als essentiell für die Östrogen vermittelte Regulation des Apo(a)-Promotors identifiziert 
wurde (Boffelli et al., 1999). DHII wurde dabei als sowohl in 3‘-5‘, als auch 5‘-3‘ Richtung hinsichtlich 
der Apo(a)-TSS als wirksam beschrieben, somit kann auch eine Regulation des  Plg-Promotors 
vermutet werden.  
 
1.3. Östrogen und dessen Signaltransduktion 
Östrogen gehört zu den Steroidhormonen und kann - in mehreren Formen, von denen die potenteste 
das 17β Estradiol (E2) ist - endokrin, parakrin und autokrin auf verschiedene Gewebe wirken. Es ist im 
Wesentlichen für die Ausbildung der sekundären weiblichen Geschlechtsorgane verantwortlich. 
Wichtige Funktionen sind auch die Mitwirkung am Follikelreifungszyklus und bei der Vasodilatation, 
womit es eine Rolle bei der Zellproliferation, Inflammation, dem Knochenstoffwechsel, der 
neuronalen Differenzierung aber auch in der Entstehung von Arteriosklerose und dem Wachstum 
und der Metastasierung von Karzinomen spielt (Mück et al., 2006).  Die Wirkung von Östrogen 
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mittels spezifischer Rezeptoren (ERα und ERβ) umfasst einerseits die Transkriptionsaktivierung oder -
repression, kann aber auch auf nicht genomischer Ebene über z.B. Aktivierung der Adenylat-Zyklase, 
der mitogen-activated protein-Kinase, sowie der Phosphatidol-Inositol-3-Kinase erfolgen (Cheskis et 
al., 2007). 
Die Östrogen Rezeptoren sind Liganden aktivierte Transkriptionsfaktoren, bestehend aus 
verschiedenen Strukturdomänen zur Hormonbindung, DNA-Interaktion und 
Transkriptionsaktivierung. Sie gehören zusammen mit dem Glucokortikoid Rezeptor, den Rezeptoren 
der Schilddrüsenhormone, dem Vitamin-D3-Rezeptor und den Eicosanoidrezeptoren in die Familie 
der nukleären Rezeptoren (Klinge, 2001). ERα und ERβ werden von verschiedenen Genen auf 
unterschiedlichen Chromosomen kodiert. Die DNA Bindungsdomäne beider Rezeptoren ist jedoch 
hoch konserviert. Die Rezeptoren sind im inaktiven Zustand an Heat Shock Proteine gebunden und im 
Zytoplasma lokalisiert. Bindung von z.B. E2 induziert eine Dissoziation vom Heat Shock Protein 
Komplex und führt zu einer Dimerisierung und Bindung als Homo- oder Heterodimer an spezifische 
DNA-Sequenzen, die Estrogen Responsive Elements (EREs) genannt werden. (Klinge, 2001; Krieg et 
al., 2004). Drei spezifische Aminosäuren innerhalb der sog. P-Box innerhalb des Zink-Fingers des 
Östrogen Rezeptors binden sequenzspezifisch an ein ERE. Der zweite Zinkfinger ist für die 
Rezeptordimerisierung notwendig. Sowohl ERα als auch ERβ binden die gleichen Nukleotide am 
Konsensus ERE. In vitro Studien haben ergeben, dass die Östrogen Rezeptor Konformation von zwei 
Faktoren abhängt: dem Liganden und der spezifischen ERE Sequenz. Dies resultiert in einer 
unterschiedlichen Aktivierung von co-regulatorischen Elementen und beeinflusst so die 
Gentranskription an unterschiedlichen EREs (Anolik et al., 1996; Klinge, 2000). Beide 
Rezeptorsubtypen haben unterschiedliche Affinitäten für unterschiedliche EREs und können so 
verschiedene transkriptionelle Effekte hervorrufen (Klinge, 2001). 
EREs sind palindromische DNA-Sequenzen (5‘-aGGTCAnnnTGACCt-3‘), welche erstmals in den aus 
dem afrikanischen Klauenfrosch (Xenopus laevis) isolierten Genen Vitellogenin A1, A2, B1 und B2 
beschrieben wurden. Es handelt sich dabei um ein 13 bp langes Palindrom mit einem 3 unspezifische 
Nukleotide enthaltenden Platzhalter (Klein-Hitpass et al., 1988). Nur wenige Gene enthalten diese 
Sequenzen in ihren Promotoren, meist differieren sie um ein oder 2 Nukleotide, ohne dass die 
Wirksamkeit verloren geht (Berry et al., 1998; Richard et al., 1990). Im humanen Genom enthalten 
die meisten Östrogen regulierten Gene keine perfekten EREs, aber sie haben nicht-palindromische 
EREs, durch welche die Östrogen Wirkung gesteuert wird (Anolik et al., 1996). Bestimmte 
Voraussetzungen in der Sequenz solcher nicht palindromischen EREs wurden in vitro bestimmt: Eine 
besondere Rolle spielen dabei die direkt an ein ERE angrenzenden Sequenzen; z. B. ermöglicht eine 
Purinbase die sich in Position -7 jedes Stranges befindet, eine Bindung des ERs wenn im ERE 1 bp 
mutiert ist (Driscoll et al., 1998). Zwei Mutationen können durch eine Purinbase auf Position -7 und  
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-8 kompensiert werden. Je mehr Nukleotidveränderungen der Konsensussequenz vorliegen, desto 
schlechter wird die Bindung (Driscoll et al., 1998). Verbessert werden kann sie wiederum durch AT 
reiche Sequenzen rund um die EREs (Anolik et al., 1996). EREs können sich in weiten Abständen von 
der TSS befinden und so über lange Strecken wirken. Nur 5% der EREs befinden sich innerhalb der 
proximalen Promotoren (bis 5 kb oberhalb der TSS). Die überwiegende Mehrheit ist innerhalb der 
Introns oder weiter distal gelegener Sequenzen lokalisiert, wodurch die Transkription über weite 
Distanzen reguliert wird. Hierbei beobachtet man, dass Gene, die durch Östrogen hochreguliert 
werden, mehr proximale EREs enthalten, als solche, die unter Östrogeneinfluss herunterreguliert 
werden (Kininis et al., 2007). Die Expressionsdynamik der durch ER regulierten Gene lässt vermuten, 
dass Transkriptionsaktivierung durch direkte ERE-ER Interaktion zustande kommt, wohingegen die 
Verminderung der Transkription durch ER über indirekte Mechanismen hervorgerufen wird, wie zum 
Beispiel Bindung und Rekrutierung von Sp1 und AP-1 (Lin et al., 2007). 
Häufiger als echte EREs sind so genannte „estrogen response units“ (ERU). Diese bestehen aus 
unvollständigen palindromischen oder halb-palindromischen Sequenzen, welche manchmal bis zu 
100 bp voneinander getrennt sein können. Die Östrogen Antwort wird dann durch Synergismen der 
verschiedenen Transkriptionselemente hervorgerufen. Man geht davon aus, dass verschiedene 
Aktivatoren oder Repressoren mittels direkter Interaktion mit ER Dimeren oder durch allosterische 
Modulationen zwischen DNA und ER Komplexen zusammen aktiviert werden und so die Transkription 
beeinflussen können (Beekman et al., 1991). Manchmal schließen sich diese Sequenzen mit anderen 
hormonresponsiblen Elementen zusammen und bilden so eine multihormonsensible Sequenz (Lee et 
al., 1995). Für den ERα wurde gezeigt, dass er an direkte Wiederholungen des ERE-Halbpalindroms 
binden kann, optimal solche, die 15-20 Nukleotide voneinander entfernt sind (Kato et al., 1995). Ein 
Gen, das durch eine ERU reguliert wird, ist das Apo(a)-Gen (Boffelli et al., 1999). Aufgrund der bereits 
beschriebenen Kopf-an-Kopf Lage des Plg- und Apo(a)-Gens ist somit eine Regulation des Plg-Gens 
durch Östrogen wahrscheinlich, daher wurde diese Region, die DHII umfasst, in der vorliegenden 
Arbeit untersucht. 
 
2. Überleitung zur Originalpublikation - Fragestellung 
Der Typ I Plg-Mangel ist eine seltene, aber potentiell lebensbedrohliche Erkrankung mit dem 
pathologischen Korrelat einer verminderten Plg-Sekretion. Systemische therapeutische Optionen 
existieren kaum. In einem Fallbericht konnte jedoch gezeigt werden, dass bei zwei erwachsenen 
Patientinnen mit Typ I Plg-Mangel die Gabe eines oralen Kontrazeptivums zu einem Anstieg der Plg-
Konzentration im Blut und einer Besserung der klinischen Symptome führte. Östrogen wirkt in erster 
Linie durch eine Transkriptionsaktivierung durch direkte Bindung des Rezeptors an spezifische DNA 
Sequenzen in den Promotoren regulierter Gene und führt somit zur vermehrten oder verminderten 
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Genexpression. In vivo konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe von Östrogen die Plg-
Konzentration im Serum angehoben werden kann (Tchaikovski et al., 2010). Es scheint somit 
wahrscheinlich, dass dieser Effekt durch eine gesteigerte Transkription und nachfolgend Expression 
und Sekretion von Plg zu Stande kommt.  
Unter diesen Voraussetzungen ergeben sich folgende Fragestellungen:  
1. Ist der Plg-Promotor durch Östrogen regulierbar? 
2. Welche Promotor- oder/und Enhancer-Elemente des Plg-Gens sind notwendig? 
3. Reguliert Östrogen die endogene Plg-Expression? 
Um diese Mechanismen genauer zu untersuchen, wurde nach einem geeigneten in vitro System 
gesucht. Plg wird maßgeblich in der Leber synthetisiert, somit schien die immortalisierte 
Leberkarzinomzelllinie HepG2 ein geeignetes Zellmodell zu sein. Als Methode für die Analyse der 
Promotoraktivität diente der Dual Luciferase Assay, mit welchem unterschiedliche Promotoren mit 
verschiedenen regulatorischen Elementen hinsichtlich ihrer Aktivität untersucht werden konnten. 
Hierfür wurden diverse Plg-Promotorfragmente mit und ohne regulatorische Elemente kloniert und 
mittels Dual Luciferase Assay bezüglich ihrer Aktivität untersucht. Um die Ergebnisse der in vitro 
Experimente zu verifizieren, sollte nachfolgend die endogene Plg-Expression in primären humanen 
Zellen nach Stimulation mit Östrogen mittels Real-Time-PCR gemessen werden. Ein humanes 
Zellmodell mit ausreichend Plg-Expression und gleichzeitig hERα-Expression ist bisher nicht 
beschrieben. In meiner Arbeit verwendete ich eine Primärzellkultur von humanen Leberzellen, die 
aus Leberbiopsien von Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen mit Lebermetastasierung 
stammten.  
Die Methoden, durchgeführten Arbeiten und Ergebnisse sind in nachfolgender Originalpublikation 
beschrieben, die im Juli 2013 im Journal Biochemical and Biophysical Research Communications 
(BBRC) veröffentlicht werden konnte.  
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Supplementary Material der Publikation (online verfügbar) 
Materials and Methods 
Reporter plasmids. Restriction endonucleases and other nucleic acid modifying enzymes were from 
NEB (New England Biolabs, Ipswich, MA) and Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA).  
Initial polymerase chain reaction using human genomic DNA and a touch-down protocol (HighFid 
Expand Long PCR system; Roche Deutschland Holding, Mannheim, Germany) was performed to 
produce a large PLG promoter region fragment (10 kB-PLG) covering the transcription start site (TSS, 
as defined by Malgaretti et al. 1990 [1]) and a 10 kB upstream region as a template for further 
cloning. The resulting PCR product was cloned into pCR-XL-TOPO-Vector (Life Technologies, Paisley, 
UK) and further subcloned into the pGL4.10 reporter plasmid (Promega, Madison, WI) encoding the 
Photinus pyralis (firefly) luciferase open reading frame (pGL4.10-10kb-PLG).  
Constructs pGL4.10-1.1kb-PLG (-916 bp to +155 bp relative to TSS [2]), pGL4.10-0.3kb-PLG (-
283 bp to +155 bp) and pGL4.10-2.4kb-PLG (-2388 bp to +155 bp) [3], as well as pGL4.10-0.1kb-PLG (-
63 bp to +155 bp [4]) were basically generated according to their initial publication.  
A DHII region (-9506 bp to -8767 bp relative to TSS), described to contain an estrogen responsive unit 
effective for APO(a) gene expression [5] was cut out of the 10kB-PLG PCR product with KpnI and 
EcoRI and ligated into the pBSK(+) vector (pBSK-DHII). pBSK-DHII was used as source for generating 
pGL4.10 (pGL4.10-DHII), pGL4.10-DHII-Crystallin (chicken δ-crystallin; original plasmid kindly 
provided by Dr. H. Sasaki, Osaka University, Osaka, Japan) and pGL4.10-DHII-0.1kb-PLG. pGL4.10-
DHII-0.1kb-PLG as well as pGL4.10-0.3kb-PLG were digested with EcoRI and HindIII, respectively, 
followed by blunt end generation and digestion with BglII. The resulting 446 bp fragment 
representing the 0.3kB-PLG region and the 4.947 bp pGL4.10-DHII portion were ligated to yield 
pGL4.10-DHII-0.3kb-PLG. 
 ERE enhancer constructs were cloned as follows: Synthetic 5’-phosphorylated 
oligonucleotides corresponding to 25 base pairs around the SmaI restriction site at positions -11,502 
[ERE(-11.5kB)] and around the intron 1/exon 2 boundary at position 4,263 [ERE(+4.2kB)] were used 
to introduce small double stranded DNA fragments bearing putative ERE sequences in front of 
selected promoter constructs. Oligonucleotides were ERE-11.5kb-F: 5’ (PHOS)-TGA CCC CGG GGA 
CAA GGT GAC CAC G 3’, and ERE+4.2kb-F: 5’ (PHOS)-CCA CCT CTA GGT CAA GGA GAG CCT C 3’ 
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany) and their corresponding complementary counterparts. 
Double stranded oligonucleotides were generated and cloned into blunt-ended restriction sites of 
pGL4.10-0.1kb-PLG in forward and inverse orientation [pGL4.10-ERE(-11.5kb), pGL4.10-ERE(-
11.5kb)fw-0.1kb-PLG, pGL4.10-ERE(-11.5)inv-0.1kb-PLG, pGL4.10-ERE(+4.2kb)fw-0.1kb-PLG, pGL4.10-
ERE(+4.2)inv-0.1kb-PLG], pGL4.10-Crystallin [pGL4.10-ERE(-11.5kb)fw-Crystallin, pGL4.10-ERE(-
11.5kb)inv-Crystallin)], as well as pGL4.10-DHII-0.1kb-PLG [pGL4.10-ERE(-11.5kb)fw-DHII-0.1-PLG, 
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pGL4.10-ERE(-11.5kb)inv-DHII-0.1-PLG]. The integrity of all constructs was verified by restriction 
endonuclease digestion and direct sequencing. Detailed cloning protocols can be obtained upon 
request. 
 
Primary human hepatocytes. Primary human hepatocytes were isolated from liver biopsies (3 
patients with gastrointestinal malignancies with liver metastases), biomaterial was kindly provided by 
Prof. R. Gebhardt (Institute for Biochemistry, Medical Faculty, University of Leipzig, Germany) 
through the “HepatoSys” program according to the guidelines of the „Charitable state controlled 
foundation HTCR (Human Tissue and Cell Research)“ with written informed consent of patients [20].  
Cells were cultured as described previously [21]. After 6 h starving, cells were stimulated with 100 
nM E2 in Williams Medium E without phenol red with 5% charcoal/dextran treated FCS and 1% 
Glutamine. 24 h later, cells were harvested and total RNA was isolated using the RNeasy kit (Qiagen, 
Hilden, Germany). 
Real time PCR. Human PLG mRNA expression was measured by quantitative real-time RT-PCR 
(ABI PRISM 7500 Sequence Detector; Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Briefly, 0.5 µl of 1 
μg reversely transcribed total RNA were amplified in a 20 μl PCR reaction using human PLG specific 
primers, qPCR Master Mix Plus Low ROX (Eurogentec, Cologne, Germany) and an oligonucleotide 
FAM-5’-ACATCCCCCGCTGCACAACACC-3’-TAMRA (Biomers, Ulm, Germany) as probe according to the 
manufacturer's instructions. 18s rRNA was used as housekeeping gene for normalization. Specific 
cycle conditions will be provided upon request. 
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4. Diskussion und Ausblick 
In dieser Arbeit wurde erstmalig der Einfluss von Östrogen auf die Plg-Promotoraktivität untersucht. 
Es konnte gezeigt werden, dass Östrogen die Aktivität des Plg-Promotors sowohl vermindern als auch 
steigern kann.  
Regionen nahe der TSS haben unter Einfluss von Östrogen eine suppressorische Wirkung (DHII,  
-2,4 kb) und sind Leberzell- und Plg-Promotor spezifisch. Eine besondere Rolle spielt hierbei die 
Region DHII mit ihrer ERU. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird vermutet, dass eine 
Steigerung der Transkription durch direkte ERE-ERα Interaktion zustande kommt, wohingegen die 
Verminderung der Transkription durch ERα über indirekte Mechanismen hervorgerufen wird, wie 
zum Beispiel Bindung und Rekrutierung von Sp1 und AP-1. Im proximalen Bereich des Plg-Promotors 
finden sich Sp1 und AP-1 Bindungsstellen, deren Vorhandensein den transkriptionsvermindernden 
Effekt von Östrogen vermittelt durch diese Sequenzabschnitte erklären könnte (Kida et al., 1997; Lin 
et al., 2007). Die Region DHII enthält außerdem zwei Bindungsstellen für PPARα (Wade et al., 1997). 
Für den Apo(a)-Promotor konnte durch PPARα eine Aufhebung des hemmenden Östrogeneffektes 
auf die DHII gezeigt werden, auch wurde eine direkte Bindung von PPARα an die entsprechende ERU 
demonstriert und eine Konkurrenz des ERα und des PPARα Rezeptors um Bindungsstellen des ERU 
genannt (Puckey et al., 2002). Diese auf das Apo(a)-Gen (Boffelli et al., 1999) beschriebene Wirkung 
der DHII konnte ich für das Plg-Gen zeigen, womit die PPARα vermittelten Effekte auch für den Plg-
Promotor angenommen werden kann, aber noch nachgewiesen werden sollte.  
Die Interaktion zwischen PPARα und der Plg-Transkriptionskontrolle zu untersuchen erscheint 
bedeutsam, da die Medikamentengruppe der Fibrate (Lipid senkende Medikamente) Liganden des 
PPARα sind und somit einen weiteren kausalen Ansatz zur Behandlung von Typ I Plg-Mangel, 
insbesondere bei männlichen oder minderjährige Patienten, darstellen könnte. 
In dieser Arbeit wurden innerhalb der Plg-Promotorregion zwei EREs identifiziert (-11,5 kb und +4,3 
kb relativ zur TSS) die eine starke Transkriptionsaktivierung durch Östrogen vermitteln. Diese konnte 
im Gegensatz zur Regulation der DHII auch in anderen Zelllinien nachgewiesen werden, wenngleich 
auch nicht im selben Ausmaß wie in HepG2 Zellen. Somit scheinen diese EREs starke Enhancer zu 
sein, weisen jedoch eine deutlich höhere Stimulierbarkeit in HepG2 auf, was auf weitere 
leberspezifische Effekte und zusätzliche Interaktionen hindeutet. Um die physischen Interaktionen 
zwischen ERα und ERE -11,5 kb auf der Ebene endogener, chromosomaler DNA zu untersuchen, 
wurde ein Chromatin-Immunpräzipitation (CHiP) Assay durchgeführt, dessen Etablierung jedoch nicht 
nachhaltig gelang. Ein Nachweis der unter Berücksichtigung der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen 
(Klinge et al., 2000; Krieg et al., 2004) sehr wahrscheinlich anzunehmenden, direkten DNA-Rezeptor 
Bindung steht somit noch aus und sollte in weiterführenden Untersuchungen für das Konstrukt ERE  
-11,5 kb durchgeführt werden.  
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Eine Analyse der endogenen Plg-Expression in humanem Gewebe wäre aufgrund der teils 
gegensätzlichen Regulation des Plg-Promotors wünschenswert. Hier mangelt es jedoch an einem 
geeigneten Zellmodell, da immortalisierte Zellinien zumeist nicht Plg- und hERα Expression vereinen. 
Die hier verwendete primäre Leberzellkultur ließ sich jedoch erwartungsgemäß nur unzureichend 
transfizieren (Transfektionseffizienz ≤20%), wodurch eine in vitro Analyse der Plg-Expression nicht 
möglich war. Eine Entnahme von gesundem, humanen Lebergewebe ist aus medizinischen und 
ethischen Gründen nicht möglich. Daher wurde in den hier beschriebenen Versuchen auf Gewebe 
aus geplanten Operationen an Patienten mit gastrointestinalen Tumoren mit Leberbeteiligung 
zurückgegriffen. Es kann somit nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden, dass ausschließlich 
gesundes Lebergewebe analysiert wurde, da es sich bei den zur Verfügung gestellten Materialien um 
die Ränder von Metastasenresektaten handelte. Des Weiteren handelte es sich zumeist um 
postmenopausale Patientinnen mit Dauermedikation und chronischen Erkrankungen, die 
möglicherweise auch die Östrogen-Rezeptorexpression und den Leberstoffwechsel an sich 
beeinflussten (Kalra et al., 2008).  
Als Teil oraler Kontrazeptiva und ihrer beschriebenen Wirkung auf die Symptomatik des Typ I Plg-
Mangels sollte auch der Einfluss von Gestagen auf die Plg-Expression diskutiert und untersucht 
werden. In der Literatur sind sowohl stimulierende, als auch hemmende oder gar keine Effekte 
(Badimon et al., 1999) bei der Verabreichung eines reinen Gestagen-haltigen oralen Kontrazeptivums 
beschrieben. Es wird postuliert, dass die meisten Effekte auf das fibrinolytische System durch 
Östrogen vermittelt werden und der Progesteronanteil diese Effekte lediglich modifiziert (Norris et 
al., 1997). Dies scheint durch eine Gestagen gesteuerte Hochregulation der 
Östrogenrezeptorexpression zu erfolgen (Rabe et al., 2000). 
Weiterhin wäre der Einfluss von Testosteron zu betrachten. So wurde beispielsweise beschrieben, 
dass das Testosteronderivat Danazol die Fibrinolyse fördert und einen Plg Anstieg verursachen kann 
(Sheperd 1995). Ein Anstieg von Plg-Antigen und Plg-Aktivität wurde auch nach Verabreichung des 
Testosteronderivates Stanozolol beobachtet (Mannucci et al., 1986). 
Für das tissue-type plasminogen activator-Gen wurde ein Multihormon-Enhancer-Element 
beschrieben (Bulens et al., 1997), es ist denkbar, dass auch das Plg-Gen durch ein ähnliches Element 
reguliert werden kann. 
Die Untersuchung des Einflusses der aufgezählten Substanzen könnte somit den Patienten mit Typ I 
Plg-Mangel helfen, die eben nicht durch Östrogenhaltige Medikamente dauerhaft behandelt werden 
können. 
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Plasminogen (Plg) ist ein essentielles Protein der Fibrinolyse und sorgt außerdem für das 
regelgerechte Ausheilen einer Wunde. Der Typ I Plg-Mangel ist eine seltene Multisystemerkrankung 
mit einer gestörten extravaskulären Fibrinolyse, die zur Ausbildung fibrinreicher Pseudomembranen 
auf den Schleimhäuten des Körpers führt, wobei die Conjunktivitis lignosa die häufigste 
Manifestationsform ist. Die Lebensqualität und auch die Lebenserwartung betroffener Patienten sind 
zum Teil stark eingeschränkt. Kausale Therapien existieren nicht, in einer Fallserie wurde jedoch eine 
Besserung der klinischen Symptomatik und eine Erhöhung der im Blut messbaren Plg-Konzentration 
und Aktivität bei drei Patientinnen unter Einnahme oraler Kontrazeptiva beschrieben. Östrogen wirkt 
im Körper über Rezeptoren durch Beeinflussung der Genexpression an bestimmten regulatorischen 
Elementen im Bereich der Promotoren (Estrogen responsive Elements (EREs) oder auch Estrogen 
Responsive Units (ERUs)). Die regulatorischen Elemente befinden sich zu einem Großteil im Bereich 
der Promotoren regulierter Gene.  
Ziel der Arbeit war es, den Plg-Promotor  auf seine Regulierbarkeit durch Östrogen zu untersuchen 
und die dafür verantwortlichen regulatorischen Elemente zu identifizieren und zu charakterisieren. 
Im nächsten Schritt sollten die Ergebnisse aus den Promotoranalysen auf Proteinebene reproduziert 
und verifiziert werden um die gewonnen Erkenntnisse in eine mögliche systemische Behandlung von 
Patienten mit Typ I Plg-Mangel einfließen zu lassen. 
Methodisch wurden zunächst Plg-Promotoren unterschiedlicher Länge in einen Reportervektor 
kloniert, anschließend in HepG2 Zellen transfiziert und mit Östrogen stimuliert. Anschließend erfolgte 
die Analyse der Promotoraktivität mittels Dual Luciferase Reporter Assay. Durch Literaturrecherche 
wurde die Promotorregion DHII als mögliches regulatorisches Element identifiziert und anschließend 
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kloniert und analysiert. Weiterhin gelang die in silico Identifizierung zweier EREs, die sich -11,5 kb 
und +4,2 kb relativ zur Plg-TSS befanden. Auch diese wurden vor verschiedene Plg-
Promotorelemente kloniert und anschließend analysiert.  
Als Zellmodell für die Überprüfung der endogenen Plg-Genexpression wurden primäre menschliche 
Hepatozyten  kultiviert, mit Östrogen stimuliert und die mRNA Expression anschließend mittels Real-
Time-PCR ermittelt. 
Die Ergebnisse lassen sich folgendermaßen zusammenfassen: 
1. Die Plg-Promotoraktivität kann durch Östrogen reguliert werden: Proximal zur TSS gelegene 
Östrogen sensitive Elemente wirken repressorisch (DHII, -2,4 kb), weit distal gelegene 
Enhancer Elemente (ERE -11,5 kb, ERE +4,2 kb) bewirken eine starke Stimulation.  
2. Für die Repression der Plg-Promotoraktivität konnte hier die Region DHII mit einer ERU 
identifiziert werden, eine weitere Rolle scheint eine AP-3 Bindungsstelle bei -2,4 kb relativ 
zur Plg-TSS zu spielen. Beide Enhancer sind Leber- und Plg-Gen-spezifisch.  
3. Für eine Stimulation der Plg-Promotoraktivität konnten erstmals das ERE -11,5 kb und das 
ERE +4,2 kb identifiziert werden.  
4. Der Nachweis des Effektes von Östrogen auf die endogene Plg-Expression konnte aufgrund 
methodischer Einschränkungen (Unvereinbarkeit von gleichzeitiger hERα und Plg Expression, 
Gewebe aus Metastasenresektaten) nicht geführt werden. 
Die hier vorliegende Arbeit stützt auf molekularer Ebene die phänomenologischen Beschreibungen 
von Sartori et al. 2003 über einen erhöhten Plg-Plasmaspiegel und Besserung der klinischen 
Symptomatik eines Typ I Plg-Mangels unter dem Einfluss von Östrogen. Die Regulation spielt sich 
dabei auf der Promotorebene ab. Aufgrund der gegensätzlichen Ergebnisse aus den Reporterassays 
erscheinen Analysen möglicher Interaktionen zwischen den identifizierten Enhancerelementen und 
dem Östrogenrezeptor oder auch bisher noch nicht identifizierten co-regulatorischen Elementen 
sinnvoll. 
Außerdem deuten die Erkenntnisse aus dieser Arbeit darauf hin, dass weitere, möglicherweise die 
Plg-Sekretion modifizierende Substanzen, wie z.B. Gestagen, Testosteron und Substrate des PPARα 
Rezeptors vielversprechende Ansätze in der Behandlung des Typ I Plg-Mangels darstellen könnten. 
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